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Abstrakt
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zptisobuje poruchu polarniho rdstu a rostliny tak maji fenotyp velmi kratkych

genu pro RHD2, NADPH oxidasu zodpovédnou za produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS) v kofeni a kotenovych vlascich. Kromé rhd2-1 byly také pouzity linie Col-0,
Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD?2. Byla pozorovana kli¢ivost a rust primarniho kofene.
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Cile prace

1) Vyhledani literarnich zdroju a zpracovani literarni reSerSe na dané téma zejména: a)
struktury, morfologie, vyvinu a genetiky kofene rostlin, b) biologie kotfenovych
vlaskl a fenotypové projevy mutaci genu zahrnutych ve vyvinu kotenovych vlaski,
¢) polarni rtist kofenovych vlaski se zietelem na NADPH oxidasu, steroly a aktinovy
cytoskelet.

2) Naucit se a samostatn¢ zvladat zakladni laboratorni metody vyzkumu rostlinnych
bunék na bunécné trovni a vyuziti mikroskopie.

3) Optimalizace kultivaénich podminek in vitro pro kontrolované a neinvazivni
pozorovani rastu kofenovych vlaski pomoci modernich mikroskopickych metod.

4) Kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani fenotypu kofene a kofenovych vlaskt u
vybranych mutantii kofenového vlaseni.



1. UVOD

Arabidopsis thaliana je dnes bezpochyby nejstudovanéjsi kvetouci rostlinou. Ve srovnani
poctu publikaci jsou jiné rostliny, jako naptiklad kukufice, rajce nebo i ryze, oproti
Arabidopsis daleko pozadu. Arabidopsis byla piijata jako modelovy organismus hlavné
kvtli jeji vyuzitelnosti pro rizné genetické experimenty (Koornneef a Meinke, 2010).
Kratka doba ristu, velké mnozstvi semen a mala velikost, se kterou souvisi nenaro¢né
pozadavky k péstovani, jsou dal§imi dulezitymi vlastnostmi (Meyerowitz, 1987). Za
objevitele experimentalniho vyzkumu Arabidopsis se povazuje Friedrich Laibach, ktery
urcil jeji pocet chromozomti (5) v roce 1907 v ramci svého PhD studia. Laibach také zacal
s vystavovanim rostlin Arabidopsis RTG zafeni, coz umoznilo vroce 1947 jeho
studentovi Ernu Reinholzovi izolovat prvni indukované mutantni rostliny Arabidopsis
(Koornneef a Meinke, 2010). Mutace jsou dobie vyuzitelné pro studium gent dulezitych
pro specifické vyvojové faze (Dolan et al., 1993). Az do konce 70. let 20. stoleti vSak
nebyl o Arabidopsis takovy zajem, protoZe byly negativné vnimany vlastnosti jako Spatna
regenerace tkanovych kultur a maly genom (Koornneef a Meinke, 2010). Jeji
»Znovuobjeveni“ nastalo po tom, co George Rédei v roce 1975 napsal ¢lanek o jejim
pouziti jako organismu pro genetické manipulace v molekularni biologii (Meyerowitz,
2001). Prulomem pak bylo osekvencovani jejiho celého genomu v roce 2000
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). V dnesni dob&é nam takto dobie zavedeny
modelovy organismus, jako je Arabidopsis, poskytuje skvély zaklad pro nové objevy
Vv pochopeni toho, jak rostliny funguji, jak se vyvijeji a jak reguluji svij rast (Koornneef
a Meinke, 2010). Nasledné¢ pak mizeme naSe poznatky a pokroky vtomto sméru
aplikovat napftiklad pfi vyzkumech zemédé€lsky vyznamnych plodin a zvySovat tak jejich
odolnost vii¢i riznym typim stresu.

Malé velikosti A. thaliana se vyuziva pii mikroskopické analyze jejich organti a
pletiv. Jejich struktura je totiz diky nizkému poctu bunéénych vrstev velmi jednoducha.
Kvéty nebo tfeba meristémy se daji dobfe pozorovat v podélnych fezech. Kofen lze
dokonce sledovat bez fezl. Bunky samotné jsou natolik malé, Ze miZeme sledovat i
jednotlivé bunécné vrstvy (Boerjan et al., 1992). Ve spojeni s in situ hybridizaci je pak
mozné studovat expresi genu V celych organech, naptiklad v kvétu (Drews et al., 1991,
Jack etal., 1992). Morfogeneze rostlinnych bun¢k je ovlivnéna spravnou kontrolou sméru
a rozsahu rlstu bunécné expanze. Rust rostlinnych bunck je dobife charakterizovany

polarnim rastem (Schiefelbein et al., 1993). Najdeme ho v celé fisi rostlin. Béhem



evoluce rostlin zGstaly vladknité buniky v mistech, kde rostlina ptichdzi do kontaktu se
substratem. Tyto vlaknité bunky maji polarni strukturu, spojenou s transportem materialu
do rostouci bunécéné stény, diky cemuz dochdzi k prodluzovani bunky. Takové
prodluzovani se oznacuje jako polarni rist (Rounds a Bezanilla, 2013), pii kterém
vznikne bunka tubularniho tvaru (Schiefelbein et al., 1993). Nejen u A. thaliana se ke
zkoumani polarniho ristu hojné vyuziva pylova lacka nebo kofenové vlasky. Studium
téchto polarné rostoucich struktur s vyuzitim molekularni biologie ndm umoznuje chapat
funkci bunécné signalizace, cytoskeletu nebo proteinti zapojenych do polarniho ristu
(Rounds a Bezanilla, 2013). V této praci jsou pouzity rostliny A. thaliana mutanta
rhd2-1 (root hair defective2), které maji velmi kratké kofenové vlasky. Tento fenotyp je
zapii¢inén defektnim piijmem Ca?*, které jsou diileZité pro spravny polarni rist vlaski.
Je to zpusobeno mutaci genu pro RHD2, coz je NADPH oxidasa zodpovédna v kofeni a

kofenovych vlascich za produkci reaktivnich forem kysliku (ROS; Foreman et al., 2003).



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Modelovy organismus Arabidopsis thaliana

Arabidospis thaliana (L.) Heynh. (Huseni¢ek rolni) je mala jednoleta dvoudélozna
rostlina patiici do ¢eledi Brassicaceae (Obr. 1A). Roste vétsinou do vysky 15-20 cm, ma
zelené listy 1-5 cm velké, které jsou situovany do pfizemni rizice. Listy pokryvaji malé
jednobunééné chloupky zvané trichomy. Dospélé rostliny produkuji nékolik stovek sesuli
s vice nez 5000 semeny. Dozrald semena dosahuji délky 0,5 mm. Cely Zivotni cyklus
(Obr. 1B), v¢etn¢ kliceni, kveteni a dozravani semen trva jen 6 tydnd. Tento kratky cyklus
a jeji maly genom jsou hlavnimi divody, pro¢ se stala popularnim modelovym
organismem v mnoha odvétvi rostlinné biologie (Meinke et al. 1998).

Arabidopsis byla objevena v 16. stoleti Johannesem Thalem (odtud thaliana),
ktery ji nazval Pilosella siliquos. Soucasny nazev navrhnul de Candolle roku 1821.
Z celého svéta bylo shromazdéno vice nez 750 ptirodnich ekotypu (Passardi et al. 2007).
Mezi nejpouzivangjsi standardy pro genetické a molekularni studie patii ekotypy
Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler), Wassilewskija (WSs). A. thaliana pii rozsifeni

po Evropé a Asii Celila rozsdhlé skéle biotopli se zménami teplot, svétla a vystaveni
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Obrizek 1: A) Ilustraéni obrazek rostliny A. thaliana; upraveno podle Janet Wehr. B) Zivotni
cyklus A. thaliana; upraveno podle http://www.mun.ca/biology.
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patogentim. S témito faktory mohou souviset rozdily mezi ekotypy. Ler ma oproti
ostatnim kompaktnéj$i vzhled, Ws rychleji roste (Passardi et al. 2007). Dalsim
pouzivanym ekotypem je linie C24, ktera pozdéji kvete (Stangeland et al., 2009). Genom
A. thaliana je organizovan do péti chromosomu a obsahuje odhadem 20 000 gent
(Meinke et al. 1998). Studiemi mutaci byly popsany tisice rostlin defektnich ve vyvoji, ¢i
signalnich a metabolickych drahach, diky ¢emuz jsou zndmy jednotlivé funkce téchto

genil.

2.2. Koien Arabidopsis thaliana a jeho struktura

Kofen je vegetativni, bezlisty, podzemni organ rostlin. Mezi jeho funkce patii predevsim
pfijem vody a mineralnich latek z pudy, gravitropicky rust, prostfedi pro vztah rostliny
S pidnimi mikroorganismy a pevné ukotveni rostliny v pidé¢. Dvoudélozné rostliny maji
jeden hlavni kofen s bo¢nimi koteny a kofenovymi vlasky. Struktura kofene A. thaliana
je jednoduchd, neménnd a slouzi jako uzitecny model pro studium vyvoje rostlin
(Foreman a Dolan, 2001).

Koftenova Spicka se sklada ze tii odlisSnych organizac¢nich zon (Obr. 2A). Prvni je
meristematicka zona, kterou tvoii iniciujici se a délici se bunky kofene. V této fazi uz se
trichoblasty (bunky, ze kterych vyrtstaji kofenové vlasky) morfologicky 1isi od
atrichoblast (buiikky bez vlasku). Nasleduje zoéna elongacni, ve které dochazi
k prodluzovani bunék. Kofenové vlasky se zde iniciuji. Dalsi zéna se nazyva
diferencia¢ni a obsahuje prodlouzené buiky, dozravajici do uplné diferenciovanych
bun¢k. V této fazi se kofenové vlasky plné diferencuji (Dolan et al., 1993).

Apikalni meristémy kotfene jsou uspofadany do Ctyf primarnich meristémd, které
vznikaji ze Ctyf vrstev inicidlnich bunék. Dermatogen, ktery je zékladem pro rhizodermis
a vnéjsi Cast kotenové Cepicky neboli lateralni kotfenovou Cepicku. Periblem, zaklad pro
kortex a endodermis, a plerom, ktery dava zaklad sttednimu valci s prokambiem, z né¢hoz
vznikaji vodiva pletiva. Kofenova ¢epicka (kolumela) ma svoji vlastni vrstvu inicial.
V kontaktu se vSemi inicidlami je maly pocet centralnich bunck. Tyto buiky jsou
mitoticky neaktivni a oznacuji se jako klidové centrum. Rizhodermis, kortex, endodermis
a pericykl jsou po sobé jdouci vrstvy, které obklopuji vaskularni pletivo. To je tvofené
xylémem, floémem s podpirnym pletivem sklerenchymem, a prokambiem (Scheres et
al., 2002). Vsechny tyto vrstvy jsou radialn¢ symetrické a spole¢né vytvaii strukturu
kotfene (Obr. 2B). Rhizodermis je vné&jsi jednovrstva pokozka plné vyvinutého kotene a

je tvofena dvéma typy bunck. Bunky, které piekryvaji antiklindlni st€ény mezi sousednimi
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kortikalnimi buiikami, se diferencuji na trichoblasty, ze kterych rostou kotenové vlasky.
Bunky, které ptekryvaji periklinalni stény, se diferencuji na atrichoblasty, ze kterych
kofenové vlasky nerostou (Dolan et al., 1993). Kofenova ¢epicka vylucuje sliz, ¢imz
chrani koten, a hlavné apikalni meristémy. Je tvoiena bunikami statocyty, obsahujici
piesypava Skrobova zrna statolity, které sedimentuji a pomahaji tak rostliné v orientaci
po sméru gravitace. Koten pak roste smérem dold, je pozitivné gravitropicky. Ve srovnani
se stonkem ma koten relativné jednodussi vnitini strukturu, coz je zpusobeno hlavné

absenci listi a odpovidajici absenci nodii a internodii (Evert et al., 2006).

Meristematicka zéna

Elongaéni zéna
| Diferencia¢ni z6na

[ kiidové centrum [l Endodermis
I Kolumela [ Pericyki
[ Lateraini ¢epicka [] Floém

[ Trichoblast Il skierenchym
[ Atrichoblast B xylem

[ Kortex [ Prokambium

Obrazek 2: Kotfenova $picka A. thaliana. A) Apikalni ¢ast kofene pétidenni sazenice; méfitko 1
mm. B) Schématické zndzornéni typti bun€k v podélném a pficném fezu apikélniho meristému
korene A. thaliana. Upraveno podle Bargmann et al., 2013.



2.3. Korenové vlasky

Kofenové vlasky jsou jednobunécné tubularni utvary rostouci z bazédlniho konce
bunék trichoblasta (Obr. 3A). Jejich dilezitou funkci je pevnéjsi ukotveni kofene v pidé
a zvétSeni jeho povrchu pro piijem vody a Zivin z pady. Kofenové vlasky A. thaliana maji
mnoho vyhod pro studium bunécné a vyvojové biologie a fyziologie. Diky tomu, Ze se
nachazeji na povrchu kofene, jsou lehce vizualizovatelné a béhem experimentd se s nimi
snadno zachazi. Nedostate¢na vrstva kutikuly také umoznuje jednoduché pouziti
fyzikalnich a chemickych sond. Nejsou ale nezbytné pro zivotaschopnost rostliny, coz
nam umoznuje izolovat a analyzovat rtizné typy mutantnich rostlin, které¢ maji zmény ve
funkci a vyvoji kofenovych vlaskt (Grierson a Schiefelbein, 2002).

Vyvoj kotenového vlasku u A. thaliana ma nékolik strukturalnich fazi (Obr. 3B).
Prvni fazi je stanoveni polarity buiiky trichoblastu a vybér mista pro rtst vlasku na jejim
bazalnim konci. Dale nasleduje migrace jadra postupné do stiedu trichoblastu a do
zakladny vyvijejiciho se vlasku. Ve vybraném misté nastane okyseleni bunécné stény,
dojde k jejimu ztenceni a uvolnéni, které vede k vytvotreni boule (Carol a Dolan, 2002).
Béhem druhé faze dochéazi k pomalému ristu Spicky z mista v oblasti boule. Tteti faze
zaCina, kdyz jsou vlasky dlouhé 20 az 40 pm a zahrnuje zvySeni rychlosti riistu vladskl na
1 az 2 um za minutu (Dolan et al., 1994). Jadro se piesouva dale do rostouciho vlasku,

probiha rychla exocyt6za bunécéné stény a membranovych komponentt lokalizovanych

A B T

Polarni rist vidsku

Pomaly rist Spicky vidsku

Vytvofeni boule

Iniciace ristu vidsku

ProdiuZovani bunék

e )

Obrazek 3: A) Snimek kofenového vlasku rostouciho z bazalniho konce trichoblastu, métitko
40 um, elektronova mikroskopie, upraveno podle Carol a Dolan, 2002. B) Schéma rastu
kofenového vlasku, vytvoieno podle Grierson et al., 2001.



na konci vlasku. V posledni fazi je kofenovy vlasek plné€ vyvinuty a jeho rist je zastaven
(Carol a Dolan, 2002). Vlasky u divokého typu dosahuji délky okolo 0,8 mm, v zavislosti
na ekotypu a podminkach rastu (Galway et al., 1997). Diky rychlému polarnimu rdstu a
snadné vizualizaci jsou kofenové vlasky A. thaliana pouzivany jako model pro zkoumani

polarniho rtistu u rostlin.

2.3.1. Bunécna polarita a struktura vlasku

Bunécna polarita je obecné definovana jako asymetrie v bunice neboli stav, pti kterém je
organizace kompartmentt uvniti buiiky asymetricka vaci urcité ose. U rostlin je polarita
bunék zasadni pro vyvoj, rust a morfogenezi (Yang, 2008). Polarni rast bunék mizeme
popsat jako morfologicky proces, pii kterém se bunka prodluzuje v uréitém sméru.
Typickym modelem pro pozorovani polarniho rtstu jsou kofenové vlasky a pylova lacka.

Rostouci kotenovy vldsek md charakteristickou polarizovanou organizaci
(Obr. 4). Ve $picce rostouciho vlasku je vrstva bunééné stény a plazmatické membrany
(Carol a Dolan, 2002). Dale nasleduje cytoplazma s nahromadénymi vezikulami. Jsou to
hlavné vezikuly exocytozy, ale také endocytozy (Ovecka et al., 2005). Za touto oblasti
Spicky se nachdzeji dalsi organely jako jsou mitochondrie, drsné a hladké
endoplazmatické retikulum (ER), Golgiho aparat (GA) a plastidy (Carol a Dolan, 2002).
Rostouci kotfenové vlasky maji kondenzované ER. Ke kondenzaci dochdzi uz v

trichoblastu, v misté, kde se iniciuje kofenovy vlasek. Zustava kondenzované, dokud

Mitochondrie

Bunécéna sténa
Plazmaticka membrana \ Smér rustu vlasku
\ >

Vakuola

e e e i
—

Mikrotubuly

Endomembranovy systém

Aktinova mikrofilamenta Sekreéni vezikuly

Obrazek 4: Schématické znazornéni struktury apikalni ¢asti kofenového vlasku. Upraveno podle
Carol a Dolan, 2002.



vlasek nedosdahne své maximalni délky a riist se nezastavi. Poté se ER vraci do své
puvodni formy a je pfitomno po celé délce vlasku (Ridge et al., 1999). Podél ER se pak
¢asto shlukuje GA (Zheng a Chen, 2011). Jadro se také piesouva ze své stiedové polohy
v trichoblastu k mistu iniciace a poté do rostouciho vlasku. Aktinova vlakna jsou
lokalizovana mezi sekre¢nimi vezikulami v apikalni ¢asti, kde tvoii svazky. Vezikuly a
organely se nachazi podél téchto svazki. Vétsina mikrotubult je tésné pod plazmatickou
membranou. Mikrotubuly a svazky aktinovych vlaken jsou orientovany rovnobézné
s podélnou osou vlasku (Galway et al., 1997; Era et al., 2009). Centralni vakuola vypliuje
bazalni ¢ast rostouciho vlasku. Po ukonceni ristu je vlasek rozséhle vakuolizovéan po

celé jeho délce a ve Spicce se jiz nenachazi exocytotické vezikuly (Galway et al., 1997).

2.4. Faktory ovliviiujici polarni rast vlasku

2.4.1. Regulace polarniho rustu vlasku reaktivnimi formami kysliku

Rust a prodluzovani bun¢k musi byt regulovano, aby bylo dosazeno spravného tvaru a
velikosti. Dtlezitou roli v této regulaci polarniho ristu hraji oscilujici smyc¢ky se zpétnou
vazbou, kde jsou jednou z hlavnich slozek reaktivni formy kysliku (ROS). Spole¢né s
vapenatymi ionty (Ca?*) a pH udrzuji priibéh polarniho ristu (Obr. 5; Mangano et al.,
2016). ROS zahrnuji singletovy kyslik (102), superoxidovy anion (O27), peroxid vodiku
(H202) a hydroxylové radikaly (‘OH; Qi et al., 2017). H2O> je nejstabilngjsi a vznika z
O2" v apoplastu reakci katalyzovanou enzymem superoxid dismutasou (Mangano et al.,
2016). ROS mohou byt produkovany uvniti bunky (intracelularn€) a v apoplastu
(extracelularng). Intracelularni ROS jsou produkovany hlavné v chloroplastech,
peroxisomech, glyoxysomech a v mensi mife v mitochondriich. Apoplastické ROS jsou
produkovany v rostlinach peroxidasami bunééné stény, aminooxidasami, a hlavné
NADPH oxidasami (NOX) lokalizovanymi v plazmatické membran¢ (Qi et al., 2017).
Tyto rostlinné NOX jsou homologni s gp91P"®, coz je podjednotka savéi NOX2. NOX
jsou proteiny pievadégjici elektrony z NADPH na akceptor elektront vedouci k tvorbé
ROS. U A. thaliana se vyskytuje 10 gent pro NOX, kter¢ jsou oznacovany jako ATRBOH
(Arabidopsis thaliana respiracni oxidasové homology; Jones et al., 2007). Funkce vétSiny
z nich byly objeveny a popsany. ATRBOH B je exprimovana v embryu, kde se zapojuje
do signalizace kyseliny abscisové (ABA) a podporuje dozravani semen (Miiller et al.,
2009). ATRBOH C je zodpovédna za tvorbu ROS v kofeni a kofenovych vlascich
(Foreman et al., 2003). ATRBOH D vytvaii ROS v odpovédi na stres indukovany
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endogennimi molekulami (DAMPs; Liu a He, 2016) a je zapojena do signalizace ABA
v endospermu (Penfield et al., 2006). Také je spolecné s ATRBOH F dulezita pii
obrannych rekcich rostliny proti patogenum (Torres et al., 2002). ATRBOH E se zapojuje
do vyvoje pylu (Xie et al., 2014). ATRBOH H/J jsou dilezité pifi polarnim rastu pylové
lacky (Lassig et al., 2014). ATRBOH 1| funguje v odpovédi na stres ze sucha (He et al.,
2017). Funkce ATRBOH A/G zatim nejsou znamy.

Béhem polarniho ristu vlasku je pro apikalni zénu typicky gradient Ca?*
Vv cytoplazmé a produkce apoplastickych ROS (Obr. 5). Ca?" jsou nezbytné
k prodluzovani buniky, protoze vyrazné stimuluji exocytoézu (Carroll et al., 1998) a urcuji
smér ristu (Bibikova et al., 1997). Buiika pfijima Ca?* z vnéjsiho prostiedi, nebo jsou
uloZeny v bunécné sténé a kompartmentech (napt. vakuoly). Z téchto mist jsou pak
uvoliiovany do cytosolu diky zménam apoplastického pH, fizenych H*-ATPasami
(Mangano et al., 2016). H™-ATPasy (AHA) jsou elektrogenni pumpy exportujici protony
(H") z buiiky. Vytvarteji gradient H" na vné&jsi strané cytoplazmatické membrany (tedy
kyselé apoplastické pH) a zaroven vytvaii elektricky gradient, negativni membranovy
potencial na vnitini strané membrany (Falhof et al., 2006), coZz umoziuje transport
kationtll do bunky (Lew et al., 1991). V kofenovych vlascich je vysoce exprimovana
AHA?2. Pies cytoplazmatickou membranu prochazi Ca?" diky véapnikovym kanalim

(CaC). ROS, produkované ATRBOH C, tyto kanaly aktivuji zatim nezndmym
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Obrazek 5: Schéma zapojeni RHD2, ROS, Ca?* a pH do regulace a udrzovant riistu kotenového
vlasku. Upraveno podle Mangano et al., 2016.
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mechanismem z vnéjsi i vnitini strany cytoplazmatické membrany. Z vnéjsi strany jsou
to apoplastické ROS (hlavné O27) a z vnitini strany H2Op, ktery se do cytoplazmy dostava
ptes aquaporiny (PIPs; Mangano et al., 2016). Pro spravny polarni rast kofenovych
vlaski je tedy nezbytna c¢innost ATRBOH C. Jeji ¢innost je déale regulovana partnery, se
kterymi tvoii komplex, véetné Ca?*, kinas a Rop (Rho-ptibuzné GTPasy). Proteiny Rop
je aktivuji (Mangano et al., 2016).

2.4.2. Strukturni steroly

Nepostradatelnou slozkou plazmatické membrany jsou strukturni steroly. Jedna se o
molekuly odvozené od isoprenoidi (Ovecka et al.,, 2010). Nejvice zastoupenymi
membranovymi steroly jsou u vysSich rostlin B-sitosterol, stigmasterol a kampesterol. Ve
formé volnych steroll jsou soucasti membranovych lipidovych dvojvrstev, kde interaguji
s ne¢kterymi typy fosfo- a sfingolipidi a méni tak fluiditu a permeabilitu membran
(Valitova et al., 2016). Krom¢ svoji strukturalni role maji i funkci regulaéni. Jsou
prekurzory rostlinnych hormonti brassinosteroidi, které jsou dilezité pii vyvoji a rastu
rostlin (Lindsey et al., 2003). Dale se steroly piimo tucastni tvorby specifickych
mikrodomén v membranach, nazyvanych lipidové rafty (Valitova et al., 2016). Ty potom
slouzi jako platformy pro komplexy signdlnich enzymii a jsou v nich mimo jiné
lokalizovany NOX.

Dulezitost sterolti pfi vyvoji rostlin byla objasnéna popsanim mutant defektnich
Vv biosyntéze sterolti. Mutaci genu pro FACKEL (sterol-C14-reduktasa) byly izolovany
mutantni rostliny fk, které maji zkraceny hypokotyl a kotyledony napojené piimo na
kratky koten. Tento fenotyp je zpiisoben defektnim bunéénym délenim pii embryogenezi
(Schrick et al., 2000). Mutantni rostliny dwf7 (dwarf7) / stel (steroll) byly objeveny
mutaci sterol-C5(6)-desaturasy (Gachotte et al., 1995; Choe et al., 1999), dwf5 mutaci
sterolreduktasy (Choe et al, 2000) a dim (diminuto) / dwfl mutaci
sterolizomerasy/reduktasy (Klahre et al., 1998). VSechny maji trpasli¢i fenotyp jako
dusledek  nedostatku  brassinosteroidi  (Choe et al, 2000). Mutaci
sterolmethyltransferasyl vznikaji mutanti smtl, dochazi u nich k porucham bunééné
polarity v kofeni a naruseni gravitropismu (Willemsen et al., 2003). smt2;1 maji snizeny
rust a fertilitu, zpiisobenou mutaci sterolmethyltransferasy2;1, kterd je dilezita pro
udrZovani spravného poméru kampesterolu a sitosterolu (Schaeffer et al., 2001).

Pro strukturni steroly je specificka lokalni akumulace v trichoblastech pfed a
béhem vytvéieni boule a apikdlni akumulace v rostoucich kotenovych vlascich. Tato
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Naproti tomu se nevyskytuji ve vyvinutych vlascich. Strukturni steroly hraji dilezitou
roli pfi polarnim rastu kofenovych vlasku u A. thaliana, protoze reguluji vezikularni
transport (Ovecka et al., 2010), ktery zajist'uje velké mnozstvi materialu potiebného pro
rist bunééné stény (Hepler et al., 2001).

Hlavni formou vezikul v kofenovych vlascich jsou sekre¢ni vezikuly exocytdzy
(Ovecka et al., 2005). Béhem exocytézy dochazi ke splynuti vezikul s plazmatickou
membranou. Je poslednim krokem v sekrecni draze, ktera zaCind v endoplazmatickém
retikulu, prochazi Golgiho aparatem a kon¢i na vnéjsi stran¢ bunky (Battey et al., 1999).
Déle jsou to endocytotické vezikuly, které jsou vytvareny za ucelem dopraveni

prebyteéného materidlu membrany a bunééné stény zpét do cytosolu (Ovecka et al.,

2005).

2.4.3. Bunécny cytoskelet

Cytoskelet rostlinnych bunék je tvofen aktinovymi mikrofilamenty a mikrotubuly.
Dohromady vytvati flexibilni sit’, ktera se vyrazné podili na buné¢ném ristu a polarité.
Mimo to je dulezity k udrzeni struktury bunék a je zapojen do bunééné morfogeneze z
hlediska fizeni sméru rustu (Foreman a Dolan, 2001). Diky cytoskeletu mtize probihat
exocytoza, kterd je potfebna k dopravovani komponent ke stavbé nové bunécné stény.
Dale hraje dilezitou roli pti migraci organel, signalizaci a déleni buiiky.

Aktinové mikrofilamentum je tvofeno dvousroubovici F-aktinu, kterd vznika
polymerizaci aktinu (Obr. 6A). Nepolymerizovana globularni forma aktinu se oznacuje
jako G-aktin. Polymeraci a depolymeraci aktinovych vlaken mohou buiiky rychle zménit
tvar cytoskeletu. Takové preskupeni aktinovych vlaken je regulovano fadou proteinti
vazajicich se na aktin (ABP; Ramachandran et al., 2000). Do regulace dynamiky
aktinového cytoskeletu béhem rlstu $picky vlasku se spolecné zapojuji profiliny a ADF
(= aktinovy depolymerizac¢ni faktor), které patii mezi tyto proteiny (Carol a Dolan, 2002).
Profiliny se akumuluji ve $pi¢kach nové¢ vznikajicich kofenovych vlasku (Baluska et al.,
2000), kde je jejich produkce dulezita k regulaci polymerace aktinu. Naproti tomu ADF
usnadiiuje depolymeraci aktinu (Carol a Dolan, 2002). Po vytvoreni boule dochazi
k reorganizaci cytoskeletu a aktinova filamenta se vyrazné akumuluji v misté boule a poté
ve SpiCce rostouciho vlasku. Pti oSetfeni kofend latrunculinem B (depolymerizuje
F-aktin) se F-aktin neakumuluje v zadné s kofenovych bunék a zastavi se rast vlaska
(Baluska et al., 2000). To dokazuje, Ze je aktin nezbytny k udrzeni ristu vlasovych bunek.
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Mikrotubuly jsou sloZeny ze svazki protofilamentti, vzniklych uspotfadanim
heterodimert a- a B-tubulint (Obr. 6B). Stejné jako aktinovy cytoskelet i mikrotubulovy
cytoskelet je vysoce dynamicky vreakci na vnitini 1 vnéjSi  podnéty
(Ma a Han, 2020). V kotenovych vlascich se nachazi dvé sité mikrotubuli. Mikrotubuly
spojené s plazmatickou membranou po celé délce vlasku a vnitini svazky mikrotubulti
mezi jadrem a Spickou (Foreman a Dolan, 2001). Mikrotubuly na zacatku ristu vlasku
Vv bouli chybi, ale v pozd¢jsim stadiu, kdy migruje jadro do rostouciho vlasku, se ve
vlasku objevuji spojené s jadrem a jsou orientovany rovnobézné s vlaskem (Carol a
Dolan, 2002). Pti depolymeraci mikrotubuld (pfi oSetfeni oryzalinem) dochazi
k rozvétvovani a vinéni vlaskd, ale rychlost ristu zistava stejna (Bibikova et al., 1999).
Mikrotubuly jsou tedy potfebné k udrzeni sméru riistu, ale ne pro samotny rist Spicky

vlasku (Carol a Dolan, 2002).
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Obrazek 6: Schéma polymerace a depolymerace A) aktinovych filament, vytvoieno podle
Oda et al., 2009; B) mikrotubuli, vytvofeno podle Dumontet a Jordan, 2010.
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2.5. Fenotypové projevy mutaci genii zahrnutych ve vyvinu kofenovych

vlaska u Arabidopsis thaliana

Studiemi mutaci genti u A. thaliana byla objevena fada proteind duleZitych pii vyvoji
kotenovych vlaskti. Mutace v téchto genech vedou k abnormalitam kofenovych vlaska.
Pozorujeme fenotypy s kofeny bez vlaski, nebo pouze s boulemi, nebo také kofeny majici
kratké, Siroké, zvinéné, ¢i rozvétvené vlasky (Obr. 7; Carol a Dolan, 2002). N¢kolik genti
ovlivituje uspotfadani bunék pti diferenciaci a také kontroluji, jestli tyto buitky budou
tvofit vlasky. Patfi mezi né WER (WEREWOLF), TTG (TRANSPARENT TESTA
GLABRA), ERH1 (ECTOPIC ROOT HAIR), ERH3. Naptiklad WER je transkripéni
faktor, ktery je exprimovan pouze v budoucich atrichoblastech (Grierson et al., 2001).
Mutace Vv téchto genech zplisobuje tvorbu vlaskil vétSinou epidermélnich bunck, tedy i
bunikami, které je tvofit nemaji (Galway et al., 1994; Schneider et al., 1997;Lee a
Schiefelbein, 1999).

Geny, které ovliviuji iniciaci vlaski, ale ne diferenciaci bunc¢k jsou GL2
(GLABRA2) a ERH2. Zabranuji v atrichoblastech tvorbé vlaski bez jejich ovlivnéni pii
diferenciaci (Grierson et al., 2001). U mutantnich rostlin se ztratou funkce v téchto
genech opét tvori vlasky i vétsina atrichoblastii (Masucci a Schiefelbein, 1996; Schneider
et al., 1997). Mutace v genech RHL1 (ROOT HAIRLESS), RHL2, RHL3, RHD6 (ROOT
HAIR DEFECTIVEG) a AXR2 (AUXIN RESISTANT2) ptedstavuji fenotyp s malym
mnozstvim vlaskt. Epidermis kofent mutantnich rostlin rhl1, rhi2 a rhi3 je dokonale
hladka, bez znamek iniciace kofenovych vlast (Masucci a Schiefelbein, 1994; Cernac et
al., 1997; Schneider et al., 1997). RHL1 je maly protein potiebny pro iniciaci (Schneider
et al., 1998). U mutantnich rostlin rhd6 a axr2 se tvoii vlasky v riznych pozicich podél
vnéjsiho povrchu trichoblastu (Carol a Dolan, 2002).

rhd2 (root hair defective2), shvl (shaven), shv2 a shv3 je skupina mutantnich
rostlin, majici fenotyp velmi kratkych kotenovych vlaski. Vlasky zacinaji rust z
trichoblasti, ale neprodluzuji se (Schiefelbein a Somerville, 1990; Parker et al., 2000).
Mutantnim rostlinam rhd3 rostou kratké zvinéné a obcas rozvétvené vlasky. rhd4 vytvari
kratké vlasky s riznym pramérem po celé délce a béhem procesu prodluzovani vytvareji
rizné boule a zuzeni (Schiefelbein a Somerville, 1990). Buriky rostlin divokého typu tvofi
jednu bouli, vyvijejici se ve vlasek. Rostliny bez SCN1 (SUPERCENTIPEDEL) maji
bunky az s péti boulemi (Parker et al., 2000). Mutace v TRH1 (TINY ROOT HAIR1)
zpusobuji také vétsi mnozstvi bouli (Rigas et al., 2001). SCN1, CEN1 (CENTIPEDE),
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CEN2 a TIP1 (TIP GROWTH DEFECTIVEL) zajistuji, aby z trichoblastu rostl jeden
1993; Parker et al., 2000). tip1 a rhd1 rostliny maji velmi $iroké vybouleni v mist¢, kde
vlasek za¢ina svij rust. U tipl je zvétSeni az 3x oproti divokému typu a u rhdl zabira
vybouleni vétsinu povrchu bunky (Grierson et al., 2001).

Studie dvojitych mutant potvrzuji role genti zjisténé jednoduchymi mutacemi,
dale odhaluji dalsi role, které nejsou z jednoduchych mutaci zjevné, nebo funkéni vztahy
mezi geny (Parker et al., 2000). Funkce RHD6 je podiizena genim GL2 a TTG (Masucci
a Schiefelbein, 1996). Mutace rhd6 je dale nadfazena mutacim, jako je rhd2-2, shv3,
tip1-2 a dalsim. Rostliny maji fenotyp velmi malého mnozstvi vlaski. Dale byl objeven
efekt spole¢ného fungovani mezi mutacemi tipl a cen2, cen2 a shv3, scnl a rhd3. Tyto
dvojit¢ mutace brani tvorbé kofenovych vlaskli a ukdzaly, ze TIP1, CEN2 a SHV2
Rostliny maji téméf hladké kofeny bez vlaskd. TIP1 omezuje velikost vybouleni
mechanismem, do kterého je zahrnut i RHD1 (Parker et al., 2000). Toto je jen par

z mnoha ptikladd, pro¢ jsou dilezité studie dvojitych mutantt.
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Obrazek 7: Ilustra¢ni znazornéni vybranych fenotypovych projevii mutaci genti zahrnutych ve
vyvinu kofenovych vlaskt u A. thaliana. Upraveno podle Grierson et al., 2001.
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2.6. Vybrani mutanti Arabidopsis thaliana

2.6.1. Mutant rhd2

Mutantni rostliny rhd2 jsou defektni v piijmu Ca?*, ¢imZ je naruSen polarni rust a vykazuji
tak fenotyp velmi kratkych kofenovych vlaska (Obr. 8; Foreman et al., 2003). Ca?*
stimuluji exocytdzu spojenou s prodluzovanim buniky (Carroll et al., 1998). Fenotyp rhd2
je zptisoben mutaci At5g51060, coz je gen pro ATRBOH C, také oznacovana jako RHD2
(ROOT HAIR DEFECTIVE2). Transkript RHD2 je u divokého typu pfitomen v
epidermis v oblastech merist¢ému, v prodluZzovaci zéné, v diferenciaéni zoéné a v
prodluzujicich se kofenovych vlascich. RHD2 produkuji ROS, které dale aktivuji
vapnikové kanaly (Foreman et al., 2003). Dochazi K pfilivu Ca®*, které se podili na
modulaci dynamiky aktinu (usnadiuje napt. jeho depolymeraci; Pei et al., 2012) a dalSich
procesu potiebnych pro rist. Lokalni tvorba ROS v misté ristu mize byt také soucasti
mechanismu stanovujiciho polaritu vlaskt. Mutantni rostliny maji tedy poruchu
v produkci ROS, ktera zptisobuje nefunkéni mechanismus piilivu Ca®* pies vapnikové
kanaly. To znamen4, ze RHD2 je potiebnd ke stimulaci ptilivu Ca?*. Vrcholy kofent rhd2
produkuji ptiblizné poloviéni mnozstvi ROS produkovanych divokym typem, coz je v
souladu se snizenou aktivitou NOX u mutanta rhd2. U divokého typu dochazi ke zvysené
akumulaci ROS v oblasti boule a poté v apikalni Spi¢ce vlasku. Naproti tomu u rhd2
k zadné akumulaci ROS nedochazi. Pfi oSetfeni koteni rhd2 pomoci ROS dochazi
k ptilivu Ca?" a ¢aste¢nému potlaceni mutantniho fenotypu (Foreman et al., 2003). Bylo
také zjisténo, ze Ca®* stimuluji aktivitu RHD2, je zde tedy pozitivni zpétna vazba (Takeda

et al., 2008).

Obrazek 8: A) Fenotyp kofene mutanta rhd2, meéfitko 300 um, upraveno podle Ringli el al.,
2005. B) Detailni pohled na zastaveny rust vlasku mutanta rhd2, métitko 50 pm, upraveno podle
Schiefelbein a Somerville, 1990.
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2.6.2. Mutant derl

Geny pro aktin u A. thaliana slouzi jako skvély modelovy systém ke studiu rostlinnych
aktinti. U A. thaliana je siln¢ exprimovano 8 gent pro aktin, které 1ze rozdélit do dvou
tfid exprimovanych pievazné ve vegetativnich nebo reprodukcnich organech a tkanich.
Mezi reproduké¢ni izoformy aktinu patii ACT1 (ACTIN1), ACT3, ACT4, ACT11 a
ACTI12 a jsou silné exprimovany v pylové lacce, kde pravdépodobné tidi jeji rust.
Vegetativni izoformy aktinu ACT2, ACT7 a ACTS, jsou exprimovany hlavné v kofenech,
stoncich a listech kli¢icich sazenic, mladych rostlin i dospélych rostlin (Meagher et al.,
1999).

Provedenim EMS mutageneze na semenech A. thaliana ekotypu C24 byly ziskany
a izolovany mutantni rostliny der1-9 (deformed root hairs; Ringli et al., 2002; Ringli et
al., 2005). Pro derl bylo identifikovano n¢kolik alelickych mutanti pojmenovanych
derl-1 az derl-3, mezi kterymi je pozorovan jasny rozdil v sile fenotypu. derl-2 a
derl1-3 maji mnohem vyrazngjsi fenotyp nez derl-1 (Obr. 9). Vlasky maji velmi kratkou
délku a obvykle se nevyviji dile nez do pocatecniho vybouleni. Boule byvaji $patné
umisténé a zvétsuji se pres velkou ¢ast buriky (Ringli et al., 2002). Samotné kofeny se
vyrazné nelisi svoji délkou od divokého typu C24, kofeny mutanta derl-3 ale vykazuji
vlnity vzor spojeny s vy$simi frekvencemi posunutych rovin déleni (<90°) v kofenovych
bunkach (Vaskebova et al., 2018).

Pomoci mapovaciho klonovani lokusu DERL1 se zjistilo, Ze je mutace zptisobena
jednobodovou mutaci genu kodujiciho ACT2. Z charakteristiky fenotypu derl lze
vyvodit, ze ACT2 se podili na ristu $picky kofenovych vlaski a je nezbytny pro spravny

vybér mista iniciace v trichoblastu. Mutanti derl jsou tedy uzite¢nymi nastroji pro lepsi

1

¥,
A

Obrazek 9: Fenotyp kofent mutanti derl-1 (A,) derl-2 (B) a derl-3 (C), méfitko 1 mm.
Upraveno podle Ringli et al., 2002.
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pochopeni funkce aktinového cytoskeletu pfi ristu kotfenovych vlaskt. Navic vyskyt tii
alelickych mutanti s riznou mirou fenotypu poskytuje prostiedky ke studiu G¢inku
¢aste¢né funkéniho ACT2 (Ringli et al., 2002).

2.7. Vybrané mikroskopické metody

2.7.1. Svételna a fluorescencni mikroskopie

Mikroskopie patii mezi nejbéznéjsi metody pozorovani v biologickych oborech.
Umoznuje nam lépe pozorovat samotné bunky, pletiva a morfologické znaky rostlin,
které nejsou viditelné pouhym okem. Zakladnim typem je svételna mikroskopie (Obr.
10A). Soucasti svételného mikroskopu je svételny zdroj, odkud vychazi svétlo, které je
usmériovano pomoci soustavy ¢ocek a dopada na zkoumany vzorek. Od vzorku se svétlo
odrazi, nebo jim prochézi do objektivu a okularu. Ze svételné mikroskopie vychazi i
fluorescen¢ni metody. Pti fluorescencni mikroskopii se sviti na vzorek zafenim o urcité
vlnové délce a poté se snima emitované svétlo ze vzorku. Zdroj svétla — lampa vytvaii
svételné paprsky, které jsou filtrovany excitacnim filtrem na urcitou vinovou délku. Poté
se zafeni odrazi od dichroického zrcadla a dopada seshora na vzorek. Dochazi k excitaci
fluorofort ve vzorku a emitované zafeni se vraci zpét, prochazi pies dichroické zrcadlo a
emisni filtr do okularu nebo detektoru. Mezi pokrocilé fluorescencni metody patii

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM; Obr. 10B). Konfokalni mikroskop

" | i
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teleskop

Detektor ——
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Excitaéni filtr
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Obrazek 10: A) Schéma zékladniho svételného mikroskopu a B) schéma konfokalniho
fluorescencniho mikroskopu. Upraveno podle https://www.olympus-lifescience.com.

17


https://www.olympus-lifescience.com/

ma jako svételny zdroj laser. Jedna se o monochromaticky zdroj svétla, tedy zdroj zafeni
o0 jedné vinové délce. Svétlo je zaostfeno na vzorek do jednoho bodu v jedné roving a
zbytek rovin je odfiltrovan. Takto Ize bod po bodu nasnimat cely vzorek, v raznych
rovinach a vytvorit tak sérii fezii, které poté mohou byt pouzity k sestaveni 3D obrazu
vzorku. CLSM byla po dlouhou dobu nejoblibenéjsi metoda pro fluorescenéni
zobrazovani fixovanych i zivych vzorku (Ticha et al., 2020).

Nevyhodou je, ze intenzita excitatniho svétla pouzivand pii konfokalni a
epifluorescencni mikroskopii je pomémé vysokd, zpusobuje fototoxicitu a béleni
fluorofort a neni tak pouzitelna pro dlouhodobé zobrazovaci experimenty. Dale jsou tyto
mikroskopické metody omezeny hloubkou zobrazeni a neni tak mozné pozorovat hlubsi

vrstvy tkani v rostlinnych organech (Ovecka et al., 2015).

2.7.2. Light-sheet fluorescenc¢ni mikroskopie

Vyvoj dynamickych subcelularnich zmén v celych rostlinnych organech 1ze dlouhodobé
sledovat pomoci light-sheet fluorescenéni mikroskopie (LSFM). Jedna se o fluorescencni
mikroskopickou metodu umoznujici vysokorychlostni zobrazovani (Komis et al., 2018).
Vzorek je osvétlovan velmi tenkym svételnym paprskem, ktery je orientovana kolmo
k detek¢ni draze (Obr. 11). Dochazi k excitaci fluorofor pouze v objemu této tenké
vrstvy paprsku, ¢imz je eliminovana rozostiena excitace fluorofori a emise svétla.
Energie excita¢niho zdroje pouzita pii light-sheet mikroskopii byva o nékolik fadt nizsi
nez v epifluorescencnich nebo konfokalnich mikroskopech a tim se fototoxicita a béleni
fluoroford minimalizuje (Ovecka et al., 2015).

Mikroskopy, u kterych jsou pracovni stoly pro upevnéni vzorkli v horizontalni
poloze, maji omezené vyuziti pfi dlouhodobém snimani rtistu rostlin. Rostliny jsou totiz
V tomto ptipadé v neptirozené poloze. Rist konkrétnich typl bunék, jako jsou kofenové
vlasky, je navic extrémné citlivy na naméahani pii ptipravé vzorkil a na intenzitu osvétleni.
S ohledem na tyto okolnosti byla vyvinuta metoda, pfi niZ 1ze pozorovat rostouct rostliny
pomoci light-sheet mikroskopu ve vertikélni poloze. Pfi této metod¢ jsou semena nebo
sazenice rostlin umistény do pevného média ve sklenéné kapilafe nebo trubicce
fluorované ethylenem a propylenem (FEP). Rostlina pak roste volné¢ v médiu, coz je
vyhoda oproti klasické ptipravé vzorku, kdy je rostlina v tésném prostoru mezi dvéma

mikroskopickymi skly (Ovecka et al., 2005; Ovecka et al., 2015).
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Obrazek 11: Schéma LSFM mikroskopu. Upraveno podle Ovecka et al., 2015.

2.7.3. Super-rozliSovaci mikroskopie

Strukturu bunék lze uz v dneSni dobé zkoumat v nanoméfitku s pouzitim super-
rozliSovacich metod. Jednd se o souhrn riznych technik ohybajicich nebo
pfekonavajicich difrakéni omezeni, které¢ jsou limitujici pro rozliSeni klasickych
mikroskopt. RozliSeni u téchto klasickych mikroskopi je pfimo imérné vinové délce
excitacniho svétla a nepfimo umérné numerické aperture ¢ocky. Jednou z hlavnich
kategorii mikroskopti s vysokym rozliSenim vyuziva technik, které osvétluji vzorek
strukturovanym svétlem (Komis et al., 2018). Do této kategorie patii mikroskopie
snizujici stimulaci emise (STED), ktera vyuziva centralni paprsek k excitaci vzorku a
prstencovity paprsek k navraceni excitovanych fluoroforti do zékladniho stavu, kromé
toho centralniho (Obr. 12A). Dale mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (SIM),
ktera vzorek osvétluje strukturovanym svétlem (Obr. 12B; Ticha et al., 2020). SIM se
vyuziva pii pozorovani zivych bunék jakékoli velikosti, miize vizualizovat rizné
struktury bunék jako jsou mikrodomény plazmatické membrany, aktinova filamenta,
mikrotubuly a je dostatecnd k zachyceni dynamickych udalosti jako vykyvy délek
mikrotubulti (Komis et al. 2014; Komis et al. 2018). Druha hlavni kategorie super-
rozliSovacich technik je zaloZena na lokalizovani jedné molekuly. Mezi né patii
stochastickd rekonstrukéni mikroskopie (STORM), pomoci které dosahneme az 10 nm
rozliSeni pomoci ptepinani fotografii riiznych fluorescen¢nich sond (Ticha et al., 2020).

Fluorofory se neaktivuji a neexcituji soucasné, ale postupné pomoci laserti o odlisné
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vinové délce, aby byly jednotlivé lokalizovany a oddéleny (Obr. 12C; Xia a Fu, 2018).

Pro dosazeni dobré kvality obrazu ale musi byt vzorky fixovany a navazany s toxickym

pufrem. Velky potencial pii studiu vyvoje rostlin maji také hybridni systémy kombinujici

CLSM se super-rozlisenim, CLSM s LSFM, nebo LSFM se SIM. (Ticha et al., 2020).
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Obrazek 12: A) Schéma STED mikroskopu,

upraveno podle Blom a Widengren 2014. B) Schéma

SIM mikroskopu, upraveno podle Appelt a Heintzmann, 2013. C) Schéma STORM mikroskopu,

upraveno podle Xia a Fu, 2018.
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2.8. Nejpouzivanéjsi fluorescenéni proteiny

Zeleny fluorescencni protein (GFP) pochézi z meduzy Aequorea victoria (Shimomura et
al.,, 1962) a je jednim z nejvice studovanych a vyuZzivanych proteinit v biochemii a
bunééné biologii. GFP je dobrym ,markerem* genové exprese a proteind Vv
neposkozenych burikach a organismech diky jeho schopnosti generovat vysoce viditelny
fluorofor (Tsien, 1998). Po tom, co byla poprvé ukazana jeho aplikace jako
fluorescenéniho ,,markeru pro znaceni in vivo v roce 1994 (Chalfie et al., 1994) vzrostl
zajem o strukturu, biochemické a fyzikalni vlastnosti fluorescencnich proteint (FP)
podobnych GFP. Vzniklo velké mnozstvi védeckych publikaci o FP a jejich pouziti pii
zékladnim vyzkumu v molekularni a bunééné biologii (Chudakov et al., 2010). Byla
objevena tada dalSich proteinti podobnych GFP u dalSich evolu¢né vzdalenych druht,
jako jsou tieba zebernatky (Haddock et al., 2010). Vedle GFP bylo objeveno také nékolik
jeho dalsich modifikovanych variant, jako ¢erveny DsRed (Matz et al., 1999).

GFP, jeho mutantni varianty a homology riznych barev se dnes rizn¢ vyuzivaji
ke studiu v Zivych organismech. Barevna Skéla FP pokryva témét celé viditelné spektrum
od fialové po Cervenou, coz ndm umoznuje i pouziti vice barev souc¢asné (Chudakov et
al., 2010). Pro fialovou ¢ast spektra je to fialovomodry FP Sirius (Tomosugi et al., 2009).
V modré ¢asti jsou to napi. EBFP (Heim a Tsien, 1996) a Azurite (Mena et al., 2006),
Vv tyrkysové napt. Cerulean (Rizzo et al., 2004), v zelené GFP a jeho vylepsené verze
(Heim et al., 1995; Cormack et al., 1996) nebo Emerald GFP (Cubitt et al., 1999). Ve
Zluté ¢asti jsou to napi. TagYFP (Qiu et al., 2008) nebo Citrine (Griesbeck et al., 2001),
v oranzové mOrange (Shaner et al., 2004) a v ¢ervené DsRed (Matz et al., 1999) nebo
TagRFP (Merzlyak et al., 2007), ktery je nejjasnéjsi z ¢ervenych FP.

Pro zobrazeni studovaného proteinu pomoci FP technologie se musi dany protein
z rostliny izolovat a spole¢né s genem pro vybrany FP a ur€itym promotorem naklonovat
do plazmidu. Tento plazmid se stabilni transformaci zacleni do rostliny, kterd pak
exprimuje studovany protein fizovany s FP. Vzorky ztéchto rostlin poté mizeme

pozorovat nékterou z fluorescencnich technik.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

o 70% ethanol (Penta)

e 96% ethanol (Penta)

e Chlorid vapenaty (Sigma-Aldrich)

e Destilovana voda

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
e Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

e Gellan gum (Thermo Fisher)

e Heptahydrat siranu hofec¢natého (AppliChem)

e Heptahydrat siranu zine¢natého (Sigma-Aldrich)
e Heptahydrat siranu zeleznatého (Sigma-Aldrich)
e Hexahydrat chloridu kobaltnatého (Penta)

e Hydroxid draselny (Sigma-Aldrich)

e Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

e Hypochlorid sodny (Sigma-Aldrich)

e MilliQ voda

e MES-pufr (Sigma-Aldrich)

e MS médium (Sigma-Aldrich)

e Dihydrat Molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)
e NaEDTA (Sigma-Aldrich)

e Kyselina borita (Sigma-Aldrich)

e Pentahydrat siranu méd’natého (Sigma-Aldrich)

e Sacharosa (Sigma-Aldrich)

e Tetrahydrat chloridu manganatého (AppliChem)
e Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Sigma-Aldrich)
e Tween-20 (Sigma-Aldrich)
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3.1.2. Roztoky a média

Pevné /2 MS (Murashige and Skoog) médium

39t MS médium
10 g1t Sacharosa
191t MES pufr
6gl? Gellan gum

MilliQ H20, pH 5,7, sterilizovano autoklavovanim
Roztok na povrchovou sterilizaci semen (100 ml)
10 ml 10% hypochlorid sodny
90 ml destilovana voda

par kapek Tween-20

Tekuté ARA médium (modifikované médium pro Arabidopsis; 100 ml)

10 ml zas. roztok Makro prvki
0,1 mi zas. roztok Mikro prvki (pfidéno az po sterilizaci)
1ml zasobni roztok Fe

1,11 mg CaCl2
1lg Sacharosa
88,9 mi MilliQ voda
pH 5,7, sterilizovano autoklavovanim

10x koncentrovany zasobni roztok Makro prvki (1000 ml)

5,06 g KNO3

340¢g KH2PO4

4,93 ¢g MgSO4-7H20
472 g Ca(NO3)2-4H20
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1000x koncentrovany zasobni roztok Mikro prvkua (250 ml)
1,075 ¢ H3BO3

560 mg MnCl2-4H.0

32,5mg CuS0O4-5H20

12,5 mg Na:MoO4 -2H20

145 mg NaCl

72,5 mg ZnS04-7H20

0,625 mg CoClz-6H.0

100x koncentrovany zasobni roztok Fe (50 ml)

186,1 mg Na;EDTA

55,75 mg FeSO4-7H20

3.1.2. Pristroje

e Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Waga Elektroniczen)

e Autoklav — parni sterilizator (Sterivap, MMM Group)

e Fytotron (WEISS Gallenkamp)

e Elektromagneticka micha¢ka (MSH-420, BOECO, Germany)

e Laboratorni chladni¢ka (Electrolux, Space Plus, ERB 34633W)

e Laboratorni vahy (51502, BEL-Engineering)

e Laminarni box (Faster, FERRARA ltaly)

e Skener (Image Scanner I1I)

e Stolni pH metr (TEMP RS232, PL-600 pH/mV/Temp Meter, EZODO)

e Epifluorescenéni mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS Germany, operacni
program ZEN Black 2012)

3.1.3. Rostlinny material

Semena Arabidopsis thaliana divoky typ Columbia (Col-0)

Semena Arabidopsis thaliana mutantni linie rhd2-1 (root hair defective2)
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Semena Arabidopsis thaliana transgenni linie Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2
(transformace rhd2-1 mutanta; Takeda et al., 2008) — N-terminalni faze s GFP pod

nativnim RHD2 promotorem a terminatorem

3.2. Metody

3.2.1. Priprava kultiva¢niho média pro in vitro kultivaci rostlin

- Kiin vitro kultivaci rostlin A. thaliana bylo pouzito MS (Murashige & Skoog)
médium piipravené v polovicni koncentraci bez ptidavku vitamind.

- Do kadinky s 200 ml MilliQ vody bylo pfidano 0,75 g MS média, 2,5 g sacharosy
a 0,25 g MES pufru za stalého michani pomoci elektromagnetické michacky. MS
médium je zdrojem mikro a makro prvku, sacharosa slouzi jako zdroj uhliku a
MES pufr k udrzeni stabilniho pH.

- Dale bylo upraveno pH pomoci 1M KOH na hodnotu 5,7 a cely objem byl pielit
do uzaviratelné 1dhve.

- Nakonec bylo ptidano 1,5 g Gellan gum, ktery nahrazuje agar ke ztuhnuti média
a celkovy objem byl doplnén MilliQ vodou na 250 ml.

- Pfipravené¢ médium bylo sterilizovano v autoklavu (teplota 121 °C, pretlak 1,2
kg-cm™) a po 50 ml rozlito v laminarnim boxu do sterilnich Petriho misek.

- Po zatuhnuti média byly Petriho misky zalepeny paskou a skladovany pfti 4 °C.

3.2.2. Priprava tekutého ARA média

- Do kéadinky bylo nalito 10 ml ze zasobniho roztoku Makro prvkii a 1 ml ze
zasobniho roztoku Fe. Nésledné bylo pfidano 11,1 mg chloridu vapenatéhoa 1 g
sacharosy. Vse bylo promichavano pomoci elektromagnetické michacky.

- Déle byl objem doplnén o 88,9 ml MilliQ vody a pomoci 0,1 M KOH bylo
upraveno pH na hodnotu 5,7.

- Pfipravené médium bylo sterilizovdno v autoklavu (teplota 121 °C, pfetlak 1,2
kg-cm2). Po vyautoklavovani bylo v lamindrnim boxu pfes sterilni membranovy
filtr pfidano 0,1 ml ze zasobniho roztoku Mikro prvki.

- Takto pfipravené médium bylo uchovavano v uzaviené lahvi pii 4 °C.
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3.2.3.

3.24.

Povrchova sterilizace a vysev semen

Do prazdné zkumavky typu Eppendorf bylo nasypano potfebné mnozstvi semen
dané linie.

Dalsi postup probihal v laminarnim boxu. Nasledné byl do zkumavky se semeny
ptidan 1 ml 70% ethanolu a semena byla promyvana 2 minuty.

Poté bylo odebrano 0,5 ml a byl pfidan 1 ml 1% hypochloridu sodného s kapkou
Tween-20. Takto byla semena protiepavana po dobu 8 min.

Nakonec byl cely objem bez semen odpipetovan a semena byla promyta 3x 1 ml
sterilni MilliQ vody.

Nasledné byla semena vyseta za sterilnich podminek pomoci automatické pipety
na pevné 2 MS médium v Petriho miskach. 20 ul Spicky pro pipetu byly
sestithnuty, aby otvorem proslo vZdy jedno semeno. Semena se pipetou nasala a
byla jednotlivé vysazena na médium.

Poté byla stratifikovana 2 dny pii 4 °C v chladni¢ce a nasledné kultivovana ve

fytotronu (21 °C, fotoperioda 16/8 h svétlo/tma).

Priprava preparatii ke snimani ristu korenovych vlaski

Preparaty byly pfipraveny podle nasledujiciho protokolu (Ovecka et al., 2005)
Sklenéna kyveta, podlozni a kryci skla byla sterilizovana 96% ethanolem ve
flowboxu po dobu 30 min.

Na sucha podlozZni skla byly uprostfed vertikalné ptipevnény 2 tenké prouzky
Parafilmu, které od sebe byly vzdaleny na délku kryciho skla. Tyto pasky
Parafilmu slouZi k upevnéni kryciho skla a k vytvofeni prostoru mezi krycim
sklem a podloZznim sklem pro pozorovanou rostlinu. Dale mezi tyto pasky byla
napipetovana kapka tekutého ARA média (asi 10 pl).

Ttidenni kli¢enec A. thaliana byl pomoci pinzety pienesen na podlozni sklo, do
kapky tekutého ARA média.

Poté byl opatrné piikryt krycim sklem pod thlem 45° tak, aby byl zakryty cely
koten aZ po hypokotyl a nadzemni ¢ast byla neptikryta (viz. Obr. 13).

Takto pfipravené preparaty byly dany do sklenéné kyvety s tekutym ARA

médiem a kultivovany do druhého dne ve fytotronu.
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Obrazek 13: Schéma preparatu pripraveného ke kultivaci.

Pted samotnym pozorovanim pomoci mikroskopu bylo kryci sklo jesté pielepeno
tenkymi prouzky Parafilmu vertikalné€ i podélné ptfes nadzemni ¢ast rostliny, aby

nedochézelo k odpatrovani tekutého média béhem snimani.

3.2.5. Analyza a zpracovani dat

Rostliny byly skenovany kazdych 24 h ptimo na Petriho miskach pomoci skeneru
Image Scanner 111 1. — 5. den a 8. — 12. den od vykliceni.

Ziskané snimky ze skeneru byly pouzity pro méteni délky primarniho kotene a
bocnich kotfenii pomoci softwaru ImagelJ.

Veskeré grafy byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2016 a naméfena
data vyhodnocena v programu Statistica 13.4.0.

Snimky z epifluorescenéniho mikroskopu (ZEISS Axio Imager M2) byly

zpracovany pomoci programti ZEN blue 3.3 a Microsoft PowerPoint 2016

27



4. VYSLEDKY

Rostliny Arabidopsis thaliana linie Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD?2 byly
péstovany v in vitro kontrolnich podminkach na 2 MS médiu a byly skenovany vzdy s
24 h intervalem prvni az paty den a osmy az dvanacty den od vyklic¢eni. Celkem bylo
vyseto 30 semen od kazd¢ linie. V jedné misce bylo na prvni poloviné vysazeno vzdy 10
semen linie Col-0 a na druhé poloving¢ 10 semen linie rhd2-1. V dal$i misce byly vysety
stejnym zpusobem linie Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2. Zminéné rozlozeni slouzilo
Kk lepsimu porovnani linii mezi sebou a celkem byly pouzity 3 biologické repliky. Z
naskenovanych obrazovych dat byla vypocitana kli¢ivost, primérna délka primarniho
kotene, denni ptirtstek primarniho kotene, pocty boc¢nich kotfenti osmy den od vykliceni,
primérnd délka téchto boc¢nich kofent a jejich pocet na 1 mm délky priméarniho kotene.
Dale byl snimén rtst kofenovych vlaska u linie GFP-RHD2 pomoci epifluorescenéniho
(ZEISS Axio Imager M2) mikroskopu. Ze snimkt z mikroskopu byla vypoc¢itana rychlost

rastu téchto vlaska.

4.1. Kli¢ivost semen

Semena Arabidopsis thaliana linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 byla
povrchové sterilizovana a vysazena na %2 MS médium bez vitamini, 2 dny stratifikovana
pii 4 °C za GCelem piekonani jejich dormance a kultivovana v in vitro kontrolnich
podminkach. Poté byla kazdych 24 h skenovana ptimo na Petriho miskach. Celkem bylo
vyseto 30 semen od kazdé linie a jejich kli¢ivost byla sledovana prvnich péti dni.

Na obrazku 14 muzeme vidét kli¢ivost semen linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-
RHD2 a GFP-RHD2 béhem prvnich péti dni. Nepozorujeme mezi nimi zadné vyrazné
rozdily. U vSech linii vykli¢ila téméf vSechna semena, a to uz béhem prvnich 24 hodin.

To ndm ukazuji grafy na obrazku 15, kde je kli¢ivost vzdy >90%.
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Obrazek 14: Kli¢ivost semen linii A) Col-0 a rhd2-1, B) Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 v in
vitro kontrolnich podminkach béhem péti dni; N=30.
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Obrazek 15: Klic¢ivost semen linii A) Col-0 a rhd2-1, B) Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 v in
vitro kontrolnich podminkach béhem prvnich 24 h; N=30; odli$na pismena nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil pti p<0,05 stanoveny One-Way ANOVA testem a naslednym Fisher
LSD testem.

4.2. Délka primarniho korene a denni priristek

Povrchoveé sterilizovana semena A. thaliana linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD2 byla vysazena na %2 MS médium bez vitamind. Po dvoudenni stratifikaci pti 4 °C
byla nasledné kultivovana v in vitro kontrolnich podminkach. Dohromady bylo vysazeno
30 semen kazdé linie. B€hem kultivace byly vykli¢ené rostliny skenovany kazdych 24 h
pfimo na Petriho miskach. Pro urceni délky primarniho kofene byly rostliny skenovany
prvni aZ paty den a osmy az dvanacty den od vykliceni.

Primérné délky primarniho kotene linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD2 béhem prvnich péti dni vidime Vv Casti A a C na obrazku 16. Tyto hodnoty se od
sebe nijak vyrazné nelisi, ale mtizeme si v§imnout, Ze linie rhd2-1 roste v porovnani s
ostatnimi o néco pomaleji, naopak linie GFP-RHD2 trochu rychleji. Na obrazku 16 v ¢asti
B a D jsou primérné délky primarniho kofene osmy az dvanacty den od vykli¢eni. Linie

rhd2-1 zde roste oproti ostatnim pomaleji. I ptesto, ze linie GFP-RHD?2 rostla prvnich 5
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dni o néco malo rychleji, je rust linii Col-0, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD?2 v tyto dny
témef stejny. Srovnani primérného denniho pfirdstku primarniho kofene mizeme vidét
na obrazku 17 (prvni az paty den v ¢astech A a C; devaty az dvanacty den v Castech B a
D). Prvni az paty den od vykli¢eni byly pfirastky velmi podobné, opét mizeme vidét, ze
linie rhd2-1 ma ptiristky o néco mensi a linie GFP-RHD2 trochu vétsi. Devaty az
dvanacty den jsou piiristky Col-0, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD?2 linii skoro stejné.
Linie rhd2-1 ma opét piirustky mensi. Celkové jde vidét, Zze se prirastky v pozdéjsich
dnech postupné nezvétsuji, jako tomu bylo prvnich 5 dni, ale spiSe se mirn¢ zmensuji.
Porovnani primérné délky primarnich kofent paty den od vykli¢eni je na obrazku 18A.
Pozorujeme, Ze u linie GFP-RHD?2 jsou zde nejdelsi koteny, u linie Col-0 a Col-0 GFP-
RHD?2 kofeny o néco kratsi a u linie rhd2-1 nejkrat$i. Na obrazku 18B jsou porovnany
prumérné délky primarnich kofeni dvanacty den od vykli¢eni, kde linie Col-0, Col-0
GFP-RHD2 a GFP-RHD2 maji srovnatelné délky kofentl, naproti tomu linie rhd2-1 je
ma mensi, coz potvrdila i statisticka data. Statisticky vyznamny rozdil p<0,05 je vyjadien
rozdilnymi pismeny nad sloupci grafl. Ze statistiky byly vyfazeny rostliny, které

nevyklicily nebo prestaly béhem experimentu rist.
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Obrazek 16: Primérna délka primarniho kofene linii Col-0 a rhd2-1 (A, B) a Col-0 GFP-RHD2
a GFP-RHD2 (C, D) v in vitro kontrolnich podminkach prvni az paty den (A, C) a osmy az
dvanacty den (B, D) od vykli¢eni; N=27-29.

A 10 ~ B 18
9 | —-Col-0 —A—rhd2-1 —-Col-0 —rhd2-1
14
o 8 o
%) 12 |
+H 7 + 10
15 6 £ r
E E
5 > x 8 r
z 4 g &g
= 3 = 4
2 =
z £ 21
O J O L I I J
9 10 1 12
Den po vykliceni Den po vykligeni
C ooy —B—Col-0 GFP-RHD2 ~ —#—GFP-RHD2 D e
——Col-0 GFP-RHD2 —tr— GFP-RHD2
9 F
14
~ 3 —
=) [a) L
7 7 o 12
+l + 10+
£ 6 £
E 5 E 8 r
3 I
z ¢ g 6
2 3 2
5 2 s 4
£ 1 g 2 r
8 8
0 0 . : .
9 10 1 12
Den po vykliceni Den po vykligeni

Obrazek 17: Praimérny denni pfirtistek primarniho kofene linii Col-0 a rhd2-1 (A, B) a Col-0
GFP-RHD2 a GFP-RHD2 (C, D) v in vitro kontrolnich podminkach prvni az paty den (A, C) a
devaty az dvanacty den (B, D) od vykliceni; N=27-29.
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Obrazek 18: Primérna délka hlavniho kotene linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD?2 v in vitro kontrolnich podminkach A) 5. den od vykli¢eni a B) 12. den od vykli¢eni;
N=27-29; odlisné pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil pii p<0,05 stanoveny
One-Way ANOVA testem a naslednym Fisher LSD testem.

4.3. Pocet bocnich koreni, jejich délka a primérny pocet bocnich

korent na 1 mm délky primarniho korene

Semena A. thaliana linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 byla po
povrchové sterilizaci vysazena na 2 MS médium bez vitamini a nasledné¢ 2 dny
stratifikovana pti 4 °C. Poté byla kultivovana v in vitro kontrolnich podminkach. Celkem
bylo kultivovano 30 semen od kazdé linie. Rostliny byly skenovany pomoci skeneru
pfimo na Petriho miskach osmy den od vykliceni.

Primérny pocet bocnich kofent linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD2 osmy den od vykli¢eni je na obrazku 19. Lze vidét, ze linie Col-0 a rhd2-1 mély
vy$§i pocet bo¢nich kofent nez linie Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2. Priimérné délky
téchto boc¢nich kotfenli jsou ukazany na obrazku 20. I ptesto, Ze se délky diky velké
variabilité statisticky vyznamné nelisi, mizeme pozorovat, ze linie Col-0 GFP-RHD2 je
ma oproti ostatnim liniim trosku delsi a linie Col-0 zase kratsi. Z grafli na obrdzcich 19 a

20 lze vypozorovat, Ze linie Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 vyrovnavaji nizsi pocet
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bocnich kotent jejich délkou. Linie rhd2-1 ma vyssi pocet bo¢nich kofend i jejich délku
a jevi se jako nejstabilnéj$i. To mlze znacit, ze absenci kofenovych vlaskd nahrazuje
bo¢nimi kotfeny. Na obrazku 21 je pak znazornén primérny pocet téchto bocnich kotent
na 1 mm délky primarniho kotene, kde vidime, Ze jsou tyto hodnoty vyssi u linii Col-0 a
rhd2-1. Ze statistiky byly vyfazeny rostliny, které nevykli¢ily nebo nemély zadné bo¢ni

koteny.

— o
L o

Pocet boénich kofent (+ SD)

Col-0 rhd2-1 Col-0 GFP-RHD2 GFP-RHD2

Obrazek 19: Primérny pocet bo¢nich kotenti u linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD2 v in vitro kontrolnich podminkach 8. den od vykli¢eni; N=22-29; odli$na pismena nad

sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil pfi p<0,05 stanoveny One-Way ANOVA testem a
naslednym Fisher LSD testem.
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Obrazek 20: Primérna délka boc¢nich kofent u linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-
RHD2 v in vitro kontrolnich podminkach 8. den od vykli¢eni; N=22-29; odli$na pismena nad
sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil pti p<0,05 stanoveny One-Way ANOVA testem a
naslednym Fisher LSD testem.
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Obrazek 21: Prumérny pocet bocnich kotenti na 1 mm délky primarniho kotfene u linii Col-0,
rhd2-1, Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD?2 v in vitro kontrolnich podminkach 8. den od vykli¢eni;
N=22-29; odlisna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil pti p<0,05 stanoveny
One-Way ANOVA testem a naslednym Fisher LSD testem.

4.4. Fenotyp

Po povrchové sterilizaci byla semena A. thaliana linii Col-0, rhd2-1, Col-0 GFP-RHD?2
a GFP-RHD?2 vyséazena na 2 MS médium bez vitaminii a nasledn€ 2 dny stratifikovana
pii 4 °C. Poté byla kultivovana v in vitro kontrolnich podminkéach. Vykli¢ené rostliny
byly skenovény pfimo na Petriho miskach paty a dvanéacty den od vykliceni.

Srovnani fenotypta vSech ¢tyf linii je na obrazku 22. Na obrazku 22 A-D jsou 5-ti
denni kli¢ence. Morfologie jednotlivych linii je zde srovnatelna, velikost nadzemni i
kotenové Casti rostlin se nelisi a kofeny maji stejny vzor. Na obrazku 22 E-H jsou 12-ti
denni kli¢ence. Tady vypadaji nadzemni ¢asti u vSech linii opé&t srovnateln€. Kofeny jsou
také velmi podobné, ale u linii Col-0 a rhd2-1 mtzeme uz na prvni pohled vidét vice

boc¢nich kofenti. V ¢asti B a F je vidét, ze kofeny linie rhd2-1 jsou oproti ostatnim kratsi.
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Obrazek 22: Péti denni (A-D) a dvanacti denni (E-H) kli¢ence A. thaliana linie Col-0 (A, E),
rhd2-1 (B, F), Col-0 GFP-RHD2 (C, G) a GFP-RHD2 (D, H) kultivované v in vitro podminkach;
mefitko 1 cm.

4.5. Riist korenovych vlasku

Semena Arabidopsis thaliana linie GFP-RHD?2 byla povrchové sterilizovana a vysazena
na %2 MS médium bez vitamind, 2 dny stratifikovana pti 4 °C a kultivovana v kontrolnich
podminkach po dobu tii dni. Poté byly tfidenni klicence pieneseny na podlozni sklo do
kapky tekutého ARA média, ptikryty krycim sklem a kultivovany v tekutém ARA médiu
ve sklenéné kyveté do druhého dne ve fytotronu. Ttidenni kli€ence byly pfes noc
kultivovany, aby se adaptovaly na nové prostiedi a pokra¢ovaly v ristu, coz je nezbytné
pro pozorovani rustu kofenovych vlaski, protoze jsou velmi citlivé na namahéani béhem
pfipravy preparatu.

Rist kofenovych vlask u tfidennich kli¢enci linie GFP-RHD2 byl sniméan
pomoci epifluorescenéniho mikroskopu ZEISS Axio Imager M2 a snimky byly upraveny
Vv programu Zen 3.3 blue. Vlasky byly snimany s 60 s ¢asovymi intervaly. Hroty vzdy
ukazuji na cytoplazmu s vezikulami. Jedna se o typické nahromadéni vezikul ve vrcholu
vlasku béhem jeho polarniho ristu. Sipky ukazuji vakuolu a hvézditka znaéi jadro. Na
obrazku 23 byl vlasek sniman 5 min a za tuto dobu se prodlouzil o 7,6 um. Rostl tedy

rychlosti 1,52 pm-min. Vlasek na obrazku 24 byl sniman 8 min a béhem této doby se

35



prodlouzil pouze o 4,4 pm. Jeho rychlost ristu byla 0,55 pm-min, coz je skoro 3x méng
nez u prvniho vlasku. Muzeme zde ale pozorovat migrujici jadro, které putuje do
rostouciho vlasku, coz je také pro tuto fazi riistu kofenovych vlaski typické. Tuto metodu
1ze zhodnotit jako Gsp&Snou, protoze vlasky rostly spravnou rychlosti. Obvykle kofenové
vlasky po dosazeni délky 20 az 40 um rostou rychlosti kolem 1 — 2 pm-min* (Dolan et
al., 1994).

Obrazek 23: Rostouci vlasek A. thaliana linie GFP-RHD?2, hvézdicka znaci jadro, Sipky ukazuji
na vakuolu, hrot ukazuje na cytoplazmu s vezikulami; méfitko 20 um.
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Obrazek 24: Rostouci vlasek A. thaliana linie GFP-RHD2, hvézdicka znacdi jadro, Sipky ukazuji
na vakuolu, hrot ukazuje na cytoplazmu s vezikulami; méfitko 20 pm.
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5. DISKUZE

Mutantni rostliny rhd2-1 maji fenotyp velmi kratkych kotenovych vlaski, zptisobeny
mutaci genu pro RHD2. Ta produkuje ROS a stimuluje piijem Ca?* ionti, které jsou
dilezité pro spravny polarni rist kofenovych vlaskt. OSetfeni kofen rhd2-1 pomoci
ROS pak &aste¢né potlacuje tento fenotyp a indukuje piijem Ca?*iontfi (Foreman et al.,
2003). U linie GFP-RHD?2 byl vlozen konstrukt s GFP fazovanym s RHD2 pod nativnim
promotorem Vv pozadi rhd2-1 (Takeda et al., 2008). Jedna se tedy o ,,rescue* linii, ktera
ma normalni fenotyp kotfenovych vlaska. V ptipadé Col-0 GFP-RHD2 byl konstrukt
vlozen v pozadi Col-0, RHD2 je zde tedy nadexprimovana. Celkové maji tyto linie podle
vysledki srovnatelné fenotypy, coz naznacuje, ze nadexprese RHD2 nema na fenotyp
zadny zésadni vliv.

Z vysledkt vyplyva, ze mutanti rhd2-1 maji celkové kratsi primarni koteny, a tedy
pomalejsi rust. Je to dano fenotypem rhd2-1 a obecné snizenou abundanci transkriptu
RHD2 v pletivech kotene, kde je jeho abundance v divokém typu vysoka. Kromé
spravného ristu vlaska se totiz ROS, vytvarené RHD2, také podileji na vyvoji kofene a
odpovédich na okolni prostiedi (Chapman et al., 2019). Na druhou stranu maji
V porovnani s ostatnimi liniemi dlouhé bo¢ni kofeny a zaroven véts§i mnozstvi bocnich
kotenil na 1 mm délky jejich primarniho kofene. Rostliny si takto pravdépodobné absenci
kotenovych vlaskt nahrazuji bo¢nimi koteny. Souvisi to také s tim, ze RHD2 negativné
reguluje hydrotropismus (riist smérem k vétSimu vodnimu potenciilu). Mutanti pak
mohou mit zlepSeny hydrotropismus (Krieger et al., 2016) a koteny nasledné modifikuji
svoji architekturu, aby mohly pfijimat co nejvice zivin a vody ze substratu (Chapman et
al., 2019). Linie Col-0 GFP-RHD2 a GFP-RHD2 m¢ly naopak mensi mnozstvi bo¢nich
kofenti na 1 mm délky. Délky jejich bocnich kofent jsou ale vétsi, to mlize znamenat, Ze
si rostliny nahrazuji niz8i poc€et boc¢nich kofenti jejich délkou. Na mensi pocty bo¢nich
kofenli mohlo mit vliv i to, Ze na kultiva¢nim médiu mély n&které rostliny své primarni
koteny tésn€ vedle sebe. Takové rostliny pak mély oproti ostatnim velmi malé pocty
bocnich kofenil. Zaroven jsou mens$i pocty bo¢nich kofenti u obou linii, kde je RHD2
znaCena GFP. Na niz$i pocet bo¢nich kofent tedy mize teoreticky mit néjaky vliv fuze
GFP s RHD2. Bylo zjisténo, ze napiiklad exprese GFP-mTalinu v A. thaliana postihuje
rast bunek, organizaci aktinu a interakci proteint vazajicich aktin (Ketelaar et al., 2004).
GFP-mTalin byl vyuzivany k vizualizaci aktinového cytoskeletu, protoze s nim

kolokalizuje, patii k proteinim vazajicich se na aktin (napf. ve studiich Kost el al., 1998;
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Fu et al.,, 2001). Inhibuje ale depolymerizaci aktinu a zpusobuje defekty v ristu
kotenovych vlaski (Ketelaar et al., 2004). V piipadé fuze GFP s RHD2 a dokazani vlivu
na odliSnou morfologii a fenotyp by bylo zapotiebi provedeni vice analyz.

Rust kofenovych vlask byl sniméan u linie GFP-RHD2. Kotenové vlasky pii
dosdhnuti délky 20 az 40 pm rostou vétSinou rychlosti pohybujici se kolem
1—2 pm-min? (Dolan et al., 1994). U nasnimanych vlaskii byla zjisténa rychlost jejich
rastu 1,52 um-min™? a 0,55 pm-min. Rust kofenovych vlaski osciluje v zavislosti na
zménach povrchového pH a extracelularnich ROS. Tyto zmény osciluji se stejnou
periodicitou jako rast vlasku (Monshausen et al., 2007). To znamena, ze vlasky chvili
rostou rychle a chvili pomalu. Naméfena rychlost je tedy adekvatni. Kromé toho bylo
také na snimcich pozorovano nahromadéni vezikul ve vrcholu rostoucich vlaski. Jedna
se hlavné o sekre¢ni vezikuly vzniklé exocytozou (Ovecka et al., 2005), které jsou
dilezité pro stavbu nové bunécné stény rostouciho vlasku. Déle byly pozorovany velké
centralni vakuoly a v jednom ptipadé také migrace jadra do rostouciho vlasku. To vse je
typické pro charakteristické uspofadani rostouciho kotenového vlasku (Carol a Dolan,

2002). Celkov¢ byla tedy metoda pozorovani vlaski aspésna.
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6. ZAVER

Teoretickd cast se zabyva hlavné kofenem a kotfenovymi vlasky modelové rostliny
Arabidopsis thaliana, strukturou kotfenovych vlaskd a jejich polarnim ristem. Byla
popsana role ROS a NOX béhem ristt kofenovych vlaski, protoze se v praktické casti
pouziva linie rhd2-1, ktera ma mutaci v NADPH oxidase RHD2. Dale role strukturnich
steroll a také bunécného cytoskeletu, coz jsou dilezité faktory pro spravnou diferenciaci
a rast kofenovych vlaski. Byly také zminény nékteré mutace ovliviiujici fenotypy
kofenovych vlasku, detailngji pak mutantni linie rhd2-1 a derl. Nakonec se teoreticka
¢ast vénuje vybranym mikroskopickym technikdm, které¢ jsou dulezitym néstrojem
k pozorovani rostlinnych bun¢k. V experimentalni ¢asti byla u linii Col-0, rhd2-1, Col-0
GFP-RHD2 a GFP-RHD2 sledovéna kli¢ivost semen, délka primarniho kofene, jeho
denni ptirdstky, délka a pocty bo¢nich kofenti a fenotyp béhem 12-ti dni od vykliceni.
Ukazalo se, ze linie rhd2-1 ma oproti ostatnim kratsi kofeny. Linie, ve kterych je GFP
fuzované s RHD2 mély zase mensi pocty bocnich kotfentl, ale zaroveil byly jejich délky
trochu delsi. Byl také sniman rist kofenovych vlaskli u linie GFP-RHD2 pomoci
epifluorescencniho mikroskopu. Primérnd rychlost nasnimanych vlaski byla

1,035 um-min’, coZ je standardni rychlost pro danou fazi ristu kotenovych vlaski.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

+SD

'OH

102
A.thaliana
ABA
ABP

ACT

ADF
AHA
ANOVA
ATP
ATRBOH
ARA médium
AXR

C24

Ca?*

CaC

CEN
CLSM
Col-0
DAMPs

der
dwf
dim
DsRed
EBFP
EDTA

EMS
ER
ERH

smérodatna odchylka

hydroxylovy radikal

singletovy kyslik

Arabidopsis thaliana

kyselina abscisova

protein vazajici se na aktin (z angl. actin binding protein)
aktinovy gen (z nagl. ACTIN)

aktinovy depolymeriza¢ni faktor

H*-ATPasa

analyza rozptylu (z angl. Analysis of variance)
adenosintrifosfat

Arabidopsis thaliana respira¢ni oxidasové homology
modifikované médium pro Arabidopsis

,AUXIN RESISTANT “

ekotyp C24

vapenaté ionty

vapnikovy kanal

,CENTIPEDE “

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

ekotyp Columbia-0

endogenni molekuly, které jsou souéasti vrozené imunity (z angl.
Damage associated molecular patterns)

,,deformed root hairs

,,dwarf

,,diminuto

zakladni ¢erveny fluorescencni protein

zakladni modry fluorescencni protein

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl.
ethylenediaminetetraacetic acid)

ethylmethan sulfonat

endoplazmatické retikulum

,ECTOPIC ROOT HAIR “
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FACKEL sterol C-14 reduktasa

FEP fluorace ethylenem a propylenem

fk Jackel

FP fluorescencni protein

GA Golgiho aparat

GFP zeleny fluorescencni protein

GFP-RHD2 N-terminalni faze s GFP pod nativnim RHD2 promotorem a
termindtorem

gp91Phox podjednotka savéi NOX2

GTP guanosintrifosfat

H* kationt vodiku (také proton)

H202 peroxid vodiku

Ler ekotyp Landsberg erecta

LSD ,.least significant difference*

LSFM light-sheet fluorescenéni mikroskopie

MES 2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina

MilliQ H20 deionizovana sterilni voda

MS médium Murashige a Skoog médium

NADPH nikotinadenindinukleotidfosfat

NOX NADPH oxidasa

O2- superoxidovy anion

PIPs aquaporiny

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationtl

RHD ,ROOT HAIR DEFECTIVE “

RHL ,ROOT HAIRLESS “

Rop Rho-ptibuzné GTPasy

ROS reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)

RTG rentgenografie

SCN ,OUPERCENTIPEDE “

shv ,,shaven “

SIM mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (z angl. Structured

[llumination Microscopy)
smt ,,Sterolmethyltransferase “

ste ,,Sterol
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STED

STORM
TagRFP
TagYFP
TIP
TRH
TTG
WER

mikroskopie snizujici stimulaci emise (z angl. Stimulated emission
depletion)

stochasticka rekonstruk¢ni mikroskopie

zékladni Cerveny fluorescencni protein

zakladni Zluty fluorescencni protein

,»1IP GROWTH DEFECTIVE “

,»TINY ROOT HAIR“

,»TRANSPARENT TESTA GLABRA“

WEREWOLF “

ekotyp Wassilewskija
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